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竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 分 子 克 隆 和 序列 比较 
李 文 辉 ， 高 ， 荣 ， 张 “ 云 : 


(中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 ， 云 南 昆明 650223) 


摘要 : 利用 逆转 录 酶 与 聚合 酶 链 反 应 相 结合 的 RT-PCR 法 ， 扩 增 出 5 个 竹叶青 (Trimeresurus stejnegeri) 蛇 
毒 丝氨酸 和 蛋白酶 的 cDNAs; 将 扩 增 的 cDNA 片段 克隆 人 pGEM-T 载体 中 ， 筛 选 得 到 它们 的 基因 ， 分 别 命名 为 
TSSP-1、TSSP-2、TSSP-3、TSSP-4 和 TSSP-$S。 经 末端 终止 法 测定 核 苷 酸 序列 ， 推 导出 5 个 丝氨酸 蛋白 酶 的 全 序 
列 ; 结合 纯化 的 蛋白 酶 N - 未 端 序列 测定 结果 ， 推 导 TSSP-2、-3 和 -4 分 别 编码 凝血 酶 样 酶 stejnobin 、 纤 溶 酶 
stejnefibrase 1 和 2。5 个 丝氨酸 蛋白 酶 分 别 含 有 1-~ 6 个 N - 型 糖 基 结 合 位 点 ， 表 明 它 们 的 计算 分 子 量 与 纯化 蛋 
白 表 观 分 子 量 之 间 的 差异 是 由 糖 含量 的 不 同 造成 ， 而 其 氨基 酸 序列 相似 度 在 60% ~ 90% 。TSSP-1 和 -2 编码 的 成 
熟 蛋 白 酶 由 236 个 氨基 酸 残 基 组 成 ，TSSP-3、-4 和 -5 的 则 由 234 个 氨基 酸 残 基 组 成 。TSSP-1 编码 的 蛋白 酶 在 组 
成 丝氨酸 蛋白 酶 三 联 体 催化 活性 中 心 产生 了 His41-Arg4 的 天 然 突变 ， 这 与 其 他 自然 界 已 发 现 的 丝氨酸 和 蛋白酶 明 
显 不 同 。 
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Molecular Cloning and Sequence Comparison of Serine 
Proteases from the Venom of Trimeresurus stejnegeri 


LEE Wen-hui, GAO Rong, ZHANG Yun! 


( Department of Animal Toxicology, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming, Yunnan 650223, China) 


Abstract: Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was employed to amplify cDNAs constructed 
from Trimeresurus stejinegeri venom glands poly (A) + RNA to facilitate the cloning and sequencing of serine protease 
genes. The PCR products were then subcloned into pGEM-T vector and transformed into E.coli strain JM109. Five ser- 
ine protease cDNAs (named TSSP-1, -2, -3, -4 and -5， respectively) were cloned and sequenced. The protease encod- 
ed by TSSP-1 is characterized by a His’!-Arg'! mutation in the catalytic triad. Combined the results of N-terminal se- 
quence determinations of the purified proteins, it is concluded that TSSP-2, -3 and -4 encode stejnobin (thrombin-like 
enzyme) , and stejnefibrase 1 and 2 (fibrinolytic enzymes ) respectively. Mature proteases encoded by TSSP-1 and -2 
are composed of 236 amino acid residues ，and those proteases encoded by TSSP-3，-4 and -5 are all composed of 234 
amino acid residues. The cloned 5 mature proteases contain 1 to 6 N-type glycosylation sites ，indicating that the differ- 
ences among calculated molecular weights and apparent molecular weights determined by SDS-PAGE are caused by carbo- 
hydrate content variations Sequence identities among the cloned proteases are around 60% - 90%. The differences in 
their structures resulted in their various substrate specificities. 


Key words: Snake venom; Serine proteases; Sequence; Substrate specificity 


蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 具有 高 度 的 序列 相似 性 ”第 V 因 子 激活 剂 (Kisiel,1979) ,凝血 酶 样 酶 (Pirkle & | 
(60% ~ 80% ) ,但 底 物 专 一 性 却 有 较 大 的 分 化 。 以 ”Theodor,1991) . 纤 溶 酶 (Stocker,1990) 及 和 蛋白 C 激活 
作用 于 哺乳 动物 血液 凝固 及 纤 深 系统 的 蛇毒 丝氨酸 ” 剂 (MeMullen et al,1989) 等 。 
和 蛋白酶 为 例 , 依 其 作用 底 物 的 差异 ,可 分 为 血液 凝固 我 们 从 中 国产 竹叶青 ( Trimeresurus stejnegeri ) 
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蛇毒 中 得 到 了 5 个 不 同 的 丝氨酸 蛋白 酶 : 纤 溶 酶 原 
激活 剂 (TSV-PA) (Zhang et al，1995)， 凝 血 酶 样 
酶 (stejnobin) (Zhang et al，1998)， 以 及 3 个 纤 溶 
酶 (stejnefibrase 1，2 和 3) (Gao et a，1998)。 除 
了 TSV-PA 外 ， 我 们 实验 室 已 对 其 余 的 4 个 丝氨酸 
蛋白 酶 进行 了 分 离 纯 化 及 酶 学 性 质 研究 。 鉴 于 这 类 
蛋白 酶 的 结构 与 功能 研究 对 人 类 认识 蛋白 酶 的 多 样 
性 ， 以 及 结构 与 功能 的 关系 具有 重要 的 意义 (Per- 
ona & Craik, 1995; Parry et al, 1998; Braud et al, 
2000，2002); 我 们 在 原 有 工作 基础 上 ， 对 中 国产 
竹叶青 蛇毒 的 丝氨酸 蛋白 酶 进行 了 分 子 克 隆 及 序列 
比较 ， 旨 在 揭示 这 些 来 自 同 一 种 蛇毒 、 属 于 同一 类 
丝氨酸 蛋白 酶 家 族 的 蛋白 质 ， 其 作用 底 物 却 有 和 较 大 
差异 的 产生 原因 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

竹叶青 蛇 ( Trimeresurus steinegeri ) 和 蛇毒 采 自 浙 
江 金 华 。 总 RNA 提取 试 剂 盒 及 cDNA 合成 试剂 盒 
购 自 Life Technologies。 用 于 PCR 产物 克隆 的 试剂 
盒 购 自 Promega 公司 ,内 含 感受 态 菌株 JM109; 质粒 
PGEM-T, 其 特点 为 克隆 位 点 两 端 含有 3? 端 附加 的 -T 
碱 基 (thymidine), 专 用 于 PCR 产物 的 克隆 。 
1.2 生化 试剂 

Sephedax G-100、Mono-Q 柱 为 瑞典 Amersham 
Pharmacia 公司 产品 。 低 熔点 琼脂 糖 为 美国 BRL 公 
司 产品 。 
1.3 人 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 N -末端 序列 测定 

竹叶青 蛇毒 stejnobin 和 stejnefibrase 1、2 按 我 
们 先前 报道 的 方法 纯化 (Zhang et al，1998; Gao et 
al，1998)。 采 用 Edman 降解 法 ， 利 用 Biosystem 
477 全 自动 蛋白 序列 仪 测定 纯化 的 stejnobin 、stejne- 
fibrase 1 和 2 的 N -末端 蛋白 质 序列 。 
1.4 总 RNA 提取 和 cDNA 第 一 链 合 成 

切 下 蛇 头 ,立即 放 入 液 氮 中 待 用 。 剥 离 毒 腺 ， 
按照 试剂 盒 说 明 提 取 总 RNA。 取 总 RNA 5.0 pg， 
在 30 gL 反应 总 体积 中 用 oligo (dT)is 作 引物 ， 按 
Life Technologies 操作 指南 进行 逆转 录 反 应 ， 反 应 完 
成 后 用 RNAase H 消化 RNA。 
1.5 PCR 扩 增 

利用 TSV-PA 和 其 他 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 (ba- 
troxobin: Itoh et al, 1987; ancrod: Au et al,，1993) 
的 cDNA 序列 保守 区 特征 设计 引物 P1 和 P2， 用 道 





转录 酶 与 聚合 酶 链 反应 相 结合 的 RT-PCR 法 ， 扩 增 
竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 cDNAs。 正 向 引物 P1: 
9 -GCTTGATCAAGAAGTCTCTGC-3 ， 相 应 于 蛇毒 丝 
氨 酸 蛋白 酶 $' 端 非 编 码 区 66 一 86 位 核 昔 酸 碱 基 
(TSV-PA cDNA 编号 系统 ，Zhang et al，1995)。 反 
向 引物 P2:; 5’-TCCACTGTAGTCGGATATGGT-3’， 
相应 于 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 3’ 端 非 编 码 区 1 020 一 
1 040 位 核 苷 酸 碱 基 (TSV-PA cDNA 编号 系统 )。 

按 常规 方法 ,以 合成 的 cpDNA 第 一 链 为 模板 ,P1 
和 P2 作 引 物 , 在 50 ywL 反应 液 中 进行 PCR 扩 增 。 
1.6 丝氨酸 蛋白 酶 编码 cDNA 的 克隆 

取 上 述 15 pL PCR 扩 增 产物 在 1% 琼 脂 糖 电泳 
中 鉴定 大 小 并 回收 目的 扩 增 片段 。 在 20 pL 连接 体 
系 中 加 入 1 gL 纯化 PCR 扩 增 产物 ， 按 Progema 公 
司 pGEM-T PCR 产物 克隆 试剂 盒 说 明 的 方法 ， 进 行 
PGEM-T 克隆 载体 与 PCR 产物 的 连接 。 连 接 反应 完 
成 后 转化 感受 态 菌 JM109， 经 含 氨 某 青 霉 素 的 LB 
固体 培养 基 和 筛选 克隆 ， 提 取 重 组 质粒 ,用 P1 与 P2 
引物 做 PCR 反应 以 鉴定 是 否 为 插入 目的 片段 。 
1.7 序列 测定 和 比较 

PCR 阳性 克隆 由 上 海 基 康生 物 技术 有 限 公 司 做 
序列 测定 。 序 列 比 较 分 析 及 物理 化 学 性 质 指标 计算 
采用 Vector NTI Suite 6.0 软件 进行 。 


2 结 果 


2.1 N- 末 端 序列 
纯化 的 stejnobin 、stejnefibrase 1 和 2 的 N- 末 
端 蛋 白质 序列 测定 结果 见 图 1。 
Stejnobin VIGGDECNINEHRFLVALYDFWS 


Stejnefibrase 1 IIGGDECNIDEHRFLVALYKSG 
Stejnefibrase 2 VVGGDECNINEHRSLVAIFNSTGFF 


图 1 竹叶青 蛇毒 3 个 丝氨酸 蛋白 酶 N - 末端 
蛋白质 序列 
Fig.l The N-terminal amino acid sequences of purified 
three serine proteases from 了 . stejnegeri venom as 
determined by automated Edman degradation 


2.2 cDNA 的 PCR 扩 增 和 克隆 

利用 Pl 和 P2 引物 扩 增 的 PCR 产物 大 小 约 为 
0.95 kb ,克隆 后 经 PCR 鉴定 ,其 中 20 个 克隆 插入 了 
目的 DNA 大 小 的 片段 。 对 这 20 个 阳性 克隆 进行 测 
序 分 析 , 获 得 6 个 不 同 的 丝氨酸 蛋白 酶 cDNAs ,其 中 
之 一 编码 已 报道 的 TSV-PA ,余下 的 cDNAs 分 别 命 
名 为 TSSP-1、TSSP-2、TSSP-3、TSSP-4 和 TSSP-5。6 
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个 cDNAs 具有 相似 的 结构 ,图 2 为 TSSP-2 的 cDNA 
核 苷 酸 序列 和 推导 出 的 氨基 酸 序列 .TSSP-1 、-2、 
-3、 -4 和 -5 的 序列 可 在 美国 GenBank 中 查询 ,序列 编 
号 分别 是 : AF545575，AF545576，AF545577， 
AFS45578,AFS545579。 
2.3 理化 性 质 及 序列 比较 

表 1 给 出 5 个 竹叶青 蛇毒 
学 性 质 的 指标 。 

由 cDNA 序列 推导 出 的 5 个 丝氨酸 蛋白 酶 的 氨 
基 酸 全 序列 见 图 3。 该 氨基 酸 序列 表明 ,TSSP-1.、 
-2、-3、-4 和 -5 的 前 体 蛋 白质 均 包 含 1 段 由 24 个 氨 


丝氨酸 蛋白 酶 物理 化 


基 酸 残 基 组 成 的 疏水 性 很 强 的 信号 肽 段 , 且 具有 很 
高 的 同 源 性 (96% ~ 100% )。 氮 基 酸 序列 分 析 表 明 
成 熟 TSSP-1 和 -2 由 236 个 氨基 酸 残 基 组 成 , TSSP 
-3 -4 和 -5 由 234 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 它 们 分 别 含 
有 1~ 6 个 N -型 糖 基 结 合 位 点 (Asn-X-Ser/Thr)。 

表 2 比较 了 6 个 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 
酸 序 列 的 相似 度 。TSSP-5 与 TSSP-3 的 序列 相似 度 
最 高 ， 为 90.3%; 其 次 为 TSSP-2 和 TSSP-1 与 
TSSP -3 ,分 别 为 79.2% 和 78.8%;TSSP-3 与 
TSSP-4 的 序列 相似 度 为 69%。TSSP-1、-2、-3、-4 
和 -5 与 TSV-PA 的 序列 相似 度 为 64.6% ~ 76.4%。 


表 1 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 理化 指标 


Table 1 Indexes of physiocal-chemical properties of serine proteases from T. stejnegeri venom 





TSSP-1 TSSP-2 TSSP-3 TSSP-4 TSSP-5 
氨基 酸 残 基数 Length (amino acid residues ) 236 236 234 234 234 
计算 分 子 量 Calculated molecular weight (Da) 26 010 26 596 25 661 25 298 25 436 
表 观 分 子 量 Apparent molecular weight (Da) 44 000 50 000 31 000 

可 能 糖 基 化 位 点 Putative glycosyla-tion site 2 4 4 1 6 
吸光 值 与 浓度 关系 (1Az80 = mg/mL) 0.72 0.58 0.71 0.92 0.73 
计算 等 电 点 Calculated pl 9.20 9.04 7.20 5.34 6.79 
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表 2 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序列 相似 度 


Table 2 Amino acid sequence identities among serine proteases from T. stejnegeri venom 


序列 相同 百分比 Percentage of amino acid identity 








蛋白 酶 Proteases 
TSSP-1 TSSP-2 TSSP-3 TSSP-4 TSSP-5 
TSV-PA 70.0 64.6 69.8 76.4 5:2 
TSSP-1 70.4 78.8 66.9 ;这 
TSSP-2 79.2 62.7 75.0 
TSSP-3 69 .0 90.3 
TSSP-4 A Weg 


3 讨 论 


结合 纯化 的 蛋白 酶 N - 端 蛋 白质 序列 测定 结果 
和 cDNA 序列 推导 出 的 5 个 新 的 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 
蛋白 酶 的 氨基 酸 全 序列 ， 可 以 推导 TSSP-2、-3 和 -4 
分 别 编码 stejnobin 、stejnefibrase 1 和 2。 

计算 分 子 量 与 纯化 蛋白 质 SDS 电泳 测定 表 观 分 
子 量 之 间 的 差异 是 由 糖 含量 的 差异 所 造成 。 如 ste- 
jnobin 由 236 个 氨基 酸 组 成 ,计算 分 子 量 仅 为 26 596 
Da; 但 它 含 有 4 个 N - 型 糖 基 结 合 位 点 ， 因 而 纯化 
的 stejnobin 为 一 表 观 分 子 量 为 44 000 Da 的 糖 蛋白 。 


该 糖 蛋白 的 大 分 子 底 物 专 一 性 为 水 解 纤维 蛋白 原 释 
放 A 肽 而 形成 纤维 蛋白 凝 块 ， 是 一 凝血 酶 样 酶 
(Zhang et al，1998)。Stejnefibrase 1 和 2 是 表 观 分 
子 量 分 别 为 50 000 和 31 000 Da 的 蛇毒 纤 溶 酶 ， 无 
纤维 蛋白 原 凝 固 活 性 ， 但 具有 较 强 的 直接 水 解 纤维 
蛋白 原 的 作用 ， 其 中 stejnefibrase 2 优先 水 解 纤维 蛋 
白 原 Aa 链 ， 而 stejnefibrase 1 同时 水 解 纤维 蛋白 原 
Aa 和 BB8 链 (Gao et ai，1998)。 上 述 3 个 蛋白 酶 与 
同 种 蛇毒 来 源 的 纤 溶 酶 原 激活 剂 TSV-PA (Zhang et 
al，1995) 不 同 ， 它 们 均 不 具有 激活 纤 溶 酶 原 而 
形成 纤 溶 酶 的 活性 。 另 一 方面 ,免疫 化 学 测定 结果 
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GCTTGATCAAGAAGTCTCTGCTTGGGTTATCTGATTAGATTGATACGGTATCTCAAGTTT 
AAGTAAGGGATTGGAATATTACAGGCAAACAGCTTGCCGTGCAGAGTTGAAGCTATGATG 
MM 
CTGATCAGAGTTCTAGCAAACCTTCTGATACTACAGCTTTCTTACGCTCAAAAGTCTTCT 
LI I RV LIL A NL LL I IL 0 LI SS Y A 0 K 5S 5 
GAACTGGTCATTGGAGGTGATGAATGTAATATAAATGAACATCGTTTCCTTGTAGCATTG 
E LIL V I 6G 6G D E C N I NE H R F L V A D 
TATGACTTTTGGTCTGGGGATTTTCTCTGCGGTGGGACTTTGATCAACCAGGAATATGTG 
Y D F W SS 6G D F LL CC 6G 6G T L I N Q E Y V 
CTCACCGCTGCACACTGCAAAACGAGAAATATGTACATATACCTTGGTATGCATAACAAA 
LDL T A A HC Kk T RN™M YY I Y L 6G M HN Kk 
AGTGTACAATTTGACGATGAACAGAGAAGATACCCAAAGAAGAAGTACTTTTTTCGCTGT 
S Vv QQ F D D E Q R R Y P K Kk K Y F F R Cc 
CGCAATAACTTTACCAGATGGGACAAGGACATCATGTTGATCAGGCTGAACAGACCTGTT 
R NN F T RW D K DpD I M L I R L N R Py 
AGGAACAGTGCACACATCGCACCTCTCAGTTTGCCTTCCAGCCCTCCCACTGTGGGCTCA 
R NS A H I A P L S L P S SS P P TT V 6G S 
GTTTGCCGTGTTATGGGATGGGGCACAATCACATCTCCAAATGAGACTTTGCCTGATGTC 
V CC RV MG W 6G T I T S PN E T LI P D V 
CCTCGTTGTGCTAACATTAACCTGTTTAATTATACGGTGTGTCATGGAGTTTTCCCATGG 
P RC AN I NL F NY TV CC HG Vv F P Ww 
TTGCCGGCGAGAAGCAGAATATTGTGTGCAGGTGTCCTGCAAGGAGGCATAGATACATGT 
L P A RS RI LC A GV L Q 6 6G I D T Cc 
AAACGTGACTCTGGGGGACCCCTCATCTGTAATGGACAATTCCAGGGCATTGTATCTTGG 
K R D S 6 6 PP L I CC NG Q F Q 6G I Vv S Ww 
GGACCCAAACCTTGTGCCCAACCGCGTAAGCCTGCCCTCTACACCAAGGTCTTCGATCAT 
G P K PC A Q P RK PA L Y T K Vv F D HH 
CTTGACTGGATCCAGAGCATTATTGCAGGAAATACAACTGTGACATGCCCCCCATGAAANA 
L DW I QQ Ss I I A GN T TT V T C P Pp * 
CTTTTGAAAAAGTCAAGAGGAGAAAATGTAACATATTAGTACATTTCTTCTATATCCCTA 
ACCATATCCGACTACAGTGGA 


2 人 竹叶青 蛇毒 TSSP-2 的 核 荐 酸 序列 及 推导 的 前 体 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 
Fig.2 Nucleotide sequence of TSSP-2 from T. stejnegeri venom and predicted amino 


acid sequence of the precursor protein 
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核 背 酸 序 列 方向 $ 一 3"， 其 下 方 为 推导 的 氨基 酸 序列 。 氨 基 酸 编号 由 成 熟 重 白质 N - 末端 起 始 ( 缴 氮 酸 )， 推测 


信和 号 肘 序 列 以 斜体 字母 表示 。 


The nucleotide residues are numbered in the 5’ to 3 direction ，and the predicted amino acid sequence is shown below. 


The numbering starts at the N-terminal amino acid residue (valine). The putative signal sequence is shown in italics . 
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表明 纯化 的 stejnobin、stejnefibrase 1 和 2， 以 及 抗 
TSV-PA 多 克隆 抗体 都 具有 和 较 强 的 免疫 交叉 反应 
(Zhang et al，1998)， 表 明 它 们 的 空间 折 秋 方式 类 
似 。 

竹叶青 蛇毒 丝氨酸 和 蛋白酶 蛋白 质 序 列 比 较 证 
明 ， 虽 然 它 们 的 底 物 专 一 性 不 同 ， 如 stejnobin 疼 固 
纤维 蛋白 原 ，stejnefibrase 1 和 2 直接 水 解 纤维 蛋白 





原形 成 小 分 子 片段 ，TSV-PA 激活 纤 溶 酶 原 产 生 纤 
溶 酶 ， 但 它们 的 结构 是 相似 的 ， 都 属于 同一 类 蛇毒 
丝氨酸 蛋白 酶 ， 序 列 相似 度 在 60% ~ 90% ( 表 2)。 
TSSP-5 与 stejnefibrase 1 (TSSP-3) 的 序列 相似 度 高 
达 90.3%， 推 测 它们 可 能 具有 相同 的 生理 功能 ， 
妈 TSSP-5 的 底 物 专 一 性 也 是 直接 水 解 纤维 蛋白 原 
形成 小 分 子 片 段 。stejnefibrase 1 (TSSP-3 ) 与 stejn- 
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TSV-PA 
TSSP-1 
TSSP-2 
TSSP-3 
TSSP-4 
TSSP-5 


TSV- PRA 
TSSP-1 
TSSP-2 
TSSP-3 
TSSP-4 
TSSP-5 


TSV-PA 
TSSP-1 
TSSP-2 
TSSP-3 
TSSP-4 
TSSP-5 


TSV-PA 
TSSP-1 
TSSP-2 
TSSP-3 
TSSP-4 
TSSP-5 


TSV-PA 
TSSP-1 
TSSP-2 
TSSP-3 
TSSP-4 
TSSP-5 


1 10 20 
MELIRVLANLLILQOLSYAQKSSELVFGGDECNINEHRSLVVLEN~-SNGFLCGGT 
MVLIRVLANLLILQLSYAQKSSELIIGGDECNINEHRFLVALYTFRSRRFHCSGT 
MMLIRVLANLLILOLSYAQKSSELVIGGDECNINEHRFLVALYDFWSGDFLCGGT 
MELIRVLANLLILQLSYAQKSSELIIGGDECNIDEHRFLVALYK--SGRFRCGGT 
MELIRVLANLLILQOLSYAQKSSELVVGGDECNINEHRSLVAIEFN--STGFFCSGT 
MVLIRVLANLLILQOLSYAQKSSELVVGGRPCNINEHRSLVVLFN-~SSGFLCGGT 
去 衣 交 雪 吉 评 吉 二 吉 训 让 吉 二 雪 坟 克 寅 雪上 志 庚 训 二 克 高二 去 去 去 享 高 真 太太 高 襄 高 元 
30 40 50 60 70 80 
LINQDWVVTAAHCDSNNFQLLFGVHSKKILNEDEQTRDPKEKFF-~CPNRKKDDE 
LINQEWVLSAARCDRKNIRIKLGMHSTNVTNEDVQTRVPKEKFF--CLSSKTYTK 
LINQEYVLTAAHCKTRNMYIYLGMHNKSVQFDDEQRRYPKKKYFFRCR--NNETR 
LINQEWVLTAAHCDRRNMEIKLGMHSKNVPNEDEQRRVPKEKFF--CDSNKNYTQ 
LINQEWVVTAAHCDSKNFKMKFGAHSKKLLNEDEQIRNPKEKFI--CPNKKNNDV 
LINQDWVVTAAHCDSNNFQMIFGVHSKNVPNEDEQRRVPKEKFF--CDSNKNYTQ 
高 直言 高 高 吉 嘉 音 志 高 高 去 二 襄 训 二 高 

90 100 110 120 130 
VDKDIMLIKLDSSVSNSEHIRPLSLPSSPPSVGSVCRIMGWGKTIPTKEIYPDVP 
WNKDIMLIRLKRPVNNSTHIAPVSLPSNPPSLGSVCRVMGWGTISATKETHPDVP 
WDKDIMLIRLNRPVRNSAHIAPLSLPSSPPTVGSVCRVMGWGTITSPNETLPDVP 
WNKDIMLIRLNSPVNNSTHIAPLSLPSSPPIVGSVCRIMGWGTITSPNETYPDVP 
LDKDIMLIKLDSSVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSDCRIIGWGSITPIEVTYPDVP 
WNKDIMLIRLNSPVNNSTHIAPLSLPSSPPIVGSVCRIMGWGTITEFPNETYPDVP 

友 排 记 雪 妇女 二 识 襄 高 离 高 言 言 真 言 言 直言 去 去 高 高 高 言 喜 高 高 高 元 
140 150 160 170 180 190 
HCRANINILDHRAVCRTRAYSWROVRANTTLCRGILQGGRDTCHEFDSGGPLICNGIEFQG 
HCANINILDYSVCRAAYARLPATSRTLCAGILEGGKDTCHGDSGGPLICNGQVQG 
RCANINLFNYTVCHGVEPWLPARSRILCAGVLQGGIDTCKRDSGGPLICNGQFQG 
HCANINLFNYTVCHGAHAGLPATSRTLCAGVLEGGKDTCKGDSGGPLICNGQFQG 
YCANINLLDDAECKPGYPELLPEYRTLCAGIVEGGKDTCGGDSGGPLICNGQFHG 
HCANINLFNYTVCHGAHAGLPATSRTLCAGVLEGGKDTCKGDSGGPLICNGQFQG 
言 高 高 言 识 高 高 言 高 识 云云 言 高 高 友 捍 刀 克 衣 如 妇女 女 雪 高 
200 210 220 230 
IVSWGGHPCGQPGEPGVYTKVFDYLDWIKSIIAGNKDATCPP 
IVSWGGHPCGLPRKPGLYTKVFDHLDWIKSIIAGNKDATCPP 
IVSWGPKPCAQPRKPALYTKVFDHLDWIQSIIAGNTTVTCPP 
IVSWGGHPCAQPREPGVYTKVFDHLDWIQNIIAGSTTATCPL 
IVSYGGHPCGQSLKPGIYTKVFDYNDWMKSIIAGNTAATCPP 
IVSWGGHPCAQPREPGVYTKVFDHLDWIQNIIAGNTTATCPL 


支 克 去 高 支 雪 太 走廊 妆 去 二 女 支 雪 去 二 女友 去 去 女 


图 3 竹叶青 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序列 比较 


Fig.3 Amino acid sequence comparison of serine proteases from T'. siejnegeri venom 


x : 所 有 序列 中 的 相同 残 基 ; # : 形成 催化 三 联 体 氨 基 酸 残 基 ; 斜体 字母 表示 信和 号 肽 序列 〈TSV-PA 编 


号 系统 )。 


火 。 Same residue in all sequences; #: Residues forming catalytic triad; Italics showing the signal peptide 


(TSV-PA numbering system) . 


efibrase 2 (TSSP-4) 虽然 都 是 纤 溶 酶 ,但 二 者 的 序 
列 相似 度 并 不 高 (69% ) ， 从 一 个 侧面 反映 了 二 者 
对 纤维 蛋白 原作 用 机 制 存 在 差异 的 原因 。 


竹叶青 蛇毒 纤 溶 酶 原 激活 剂 TSV-PA 的 三 维 空 
间 结 构 已 经 测定 (Parry et al，1998)。 与 TSV-PA 
比较 : Qstejnobin，stejnefibrase 1、2 和 TSSP-5 均 
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含有 丝氨酸 蛋白 酶 特有 的 活性 中 心 保守 区 域 ， 其 中 
含有 His41、 Asp8 和 Serl8 残 基 组 成 的 酶 活性 中 心 
(TSV-PA 编号 系统 ， 以 下 同 )。 值 得 注意 的 是 
TSSP-1 在 组 成 丝氨酸 蛋白 酶 催化 活性 中 心 三 联 体 
中 产生 了 His4-Arg4 的 天 然 突变 ， 而 迄今 为 止 所 有 
自然 界 已 发 现 的 丝氨酸 蛋白 酶 在 此 位 置 均 为 组 氮 
酸 。 目 前 我 们 还 未 纯化 到 该 天 然 突 变 体 ， 因 而 采用 
分 子 定点 罕 变 技术 探讨 该 突变 对 酶 催化 活性 和 机 制 
的 影响 是 非常 有 意义 的 。@ 新 克隆 的 5 个 丝氨酸 重 
白 酶 均 含有 高 度 保守 的 12 个 半 胱 氨 酸 残 基 ， 所 形 
成 的 6 对 二 硫 键 可 推导 为 Cys7-Cys13? 、Cys2-Cys 亿 、 
Cys74.Cys232 、 Cysll8-Cys1856、 Cysl50-Cysl16 和 Cys176- 
Cys”1。 在 这 6 对 二 硫 键 中 ，Cys"4-Cys 六 是 蛇毒 蛋 
白 酶 所 特有 的 。 与 哺乳 动物 凝血 酶 相 比 ， 蛇 毒 凝 血 
酶 样 酶 虽然 具有 相似 的 生理 功能 一 一 凝固 纤维 蛋白 
原 ， 但 它们 之 间 的 序列 相似 度 仅 为 25%。 这 类 由 
毒 丝 氨 酸 蛋白 酶 比 哺乳 动物 凝血 酶 多 1 对 二 硫 键 ， 
因此 它们 在 空间 构象 及 酶 分 子 本 身 的 动态 可 塑性 上 
显然 要 比 后 者 小 ， 这 或 许 便 是 它们 底 物 专 一 性 比 凝 
血 酶 更 强 的 主要 原因 。 

定点 突变 研究 证 明 ，Asp 岂 -Asp83-Glu34 在 TSV- 
PA 对 大 分 子 底 物 纤 溶 酶 原 的 识别 中 起 关键 作用 
(Zhang et al，1997) ， 而 在 stejnobin，stejnefibrase 1 
和 2 中， 在 相应 位 置 均 无 此 序列 ， 这 是 它们 不 具有 
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纤 溶 酶 原 激活 活性 的 原因 之 一 。Gly'” (相应 于 胰 
凝 乳 蛋 白 酶 Cly1!% 残 基 ) 在 底 物 结合 中 起 着 重要 作 
用 (Parry et al, 1998; Braud et al, 2000)。 在 
TSV-PA 中 , 产生 了 Gly!*-Phe'* 的 突变 ， 这 是 造成 
TSV-PA 对 纤 溶 酶 原 激活 剂 抑制 剂 PAL1 和 2 不 敏 
感 的 重要 原因 之 一 (Braud et al，2002)。 与 TSV- 
PA 不 同 ，stejnobin 出 现 了 Gly! -Arg' 疏 的 变异 ， 产 
生 的 结果 有 待定 点 突变 研究 证 实 ; 另 一 方面 ， 
TSSP-1，stejnefibrase 1 和 2，TSSP-5 均 保 留 了 丝 毛 
酸 蛋 白 酶 中 高 度 保守 的 Gly' ”3 残 基 。 

从 旭 前 所 获得 的 一 级 结构 信息 可 发 现 , 这 类 底 
物 专 一 性 分 化 很 大 的 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 存在 高 度 的 
结构 相似 性 。 从 图 3 可 见 ,Ser*-Asps 是 这 一 类 和 蛋白 
酶 的 高 度 可 变 区 ,TSV-PA 空间 结构 测定 表明 此 肽 段 
位 于 分 子 表面 (Parry et al, 1998)。 可 以 推论 ,该 肽 
段 在 蛇毒 丝氨酸 蛋白酶 底 物 专 一 性 分 化 上 起 着 关键 
作用 ,特定 氨基 酸 残 基 的 突变 造成 了 底 物 专 一 性 的 
多 样 性 ,从 而 进一步 显示 了 生物 功能 的 多 样 性 。 

本 工作 为 研究 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 多 样 性 和 基 
因 进 化 提供 了 有 益 的 资料 ， 为 利用 分 子 生物 学 定点 
突变 技术 对 这 一 组 来 源 于 同 种 蛇毒 、 结 构 高 度 相 
似 ， 但 大 分 子 底 物 专 一 性 完全 不 同 的 蛋白 酶 的 结构 
与 功能 进行 比较 研究 ， 探 讨 其 底 物 识别 机 理 及 分 子 
特定 位 点 对 底 物 识别 的 影响 打下 了 良好 的 基础 。 
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